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Otimizag&o do Protocolo de Isolamento de Vesiculas Extracelulares Salivares
com Vistas a Pesquisa de Biomarcadores

Vesiculas extracelulares (VE) estdo presentes em diversos fluidos biolégicos e
constituem potenciais fontes de biomarcadores informativos de diversas condi¢des
patolégicas. A saliva € um biofluido de facil obtengdo, mas que apresenta alguns
obstaculos para o isolamento de VE, como a presenga de contaminantes. O objetivo
deste trabalho foi estabelecer um método de isolamento de vesiculas extracelulares
salivares com alto grau de pureza, visando a posterior analise de biomarcadores
associados a doencas humanas. Para isolar as VE, as amostras de saliva foram
centrifugadas a 2000 g e a 12000 g para remogao de células e microrganismos,
ultracentrifugadas (100.000 g por 2h) com ou sem cushion de Optiprep 40% e entédo
submetidas a cromatografia de exclusdo de tamanho (CET). As fragbes coletadas
foram analisadas por Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) e MicroBCA. As particulas
recuperadas apos a UC e nas fracdes 5 a 12 da CET mostraram distribuicao de
tamanho compativel com a de VE pequenas. A maioria das VE foi coletada nas
fragbes 8 e 9, com uma quantidade ligeiramente mais alta de particulas recuperadas
pela UC com cushion (CUC) em relacadto a UC simples. (5,42*10"9/ml vs.
4,65*1079/ml). Ambos os métodos apresentaram elevada pureza em relagéo a saliva
in natura (CUC: 9,68*107/ug, UC: 9,53*107/ug vs 2,0*10%/ug de proteina). O uso de
filtro de 0,45um previamente a UC n&o reduziu significativamente o numero de
particulas quantificadas nas fracdes de CET em relagao a saliva nao filtrada. Ja o uso
de filtro de 0,22um levou a uma reducgéo significativa na recuperacgéao de particulas por
CET. Nossos resultados apontam para o método de CUC seguido de CET como um
método eficiente para o isolamento de particulas compativeis com VE com baixa
contaminagao proteica.



